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ABSTRAKT

Tato prace se zatiuje na zhodnoceni moznosti vyuZziti keratinovychrofdat, piipra-
venych dvou-stuovou alkalicko-enzymovou hydrolyzou, jako nsisiaktivnich latek.
Teoretickacast prace shrnuje informace o keratinu a keraticloyydrolyzatech, jejich
piipraw a aplikacich. V praktickéasti byly z keratinovych hydrolyzétvytvoreny sngsi
(keratinovy hydrolyzat, voda, glycerol, kyselinkabova, dialdehyd Skrobu) z nichz byly
piipraveny tablety siidavkem a bezijfdavku sfovadla. Tablety byly rozpousty za de-
finovanych podminek (destilovana voda, 37 ¥€péni) po vybranou dobu (5-120 minut)
a byl sledovan obsah uveéme kyseliny askorbové v zavislosti gase. Toto mnozstvi
scasem roste té#n linearre. Z tablet s fidavkem giovadla se $ delSich dobach rozpous-

téni kyselina askorbova uvalje pomaleji.

Kli¢ova slova: keratinovy hydrolyzéat, kyselina askodawzpoudni, tablety

ABSTRACT

This thesis deals with evaluation of keratin hygsate (prepared by two-steps alkali-
enzymatic hydrolysis) possibility as a carrier factive substances. A theoretical part
summarized information about keratin and keratidrolysates, their preparation and ap-
plications. In a practical part blends from keratiydrolysates, water, glycerol, ascorbic
acid and starch dialdehyde were prepared. Frometbinds, tablets with and without
cross-linking agent were produced. Tablets wersatlied in water (37°C and shaking) for
selected times (5—-120 minutes) and time dependainedeased amounts of ascorbic acid
was observed. This amount increase almost linefram tablets with cross-linking agent

at longer time ascorbic acid was released slower.

Keywords: ascorbic acid, dissolution, keratin hygsate, tablets
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UvoD

Racné je ve s¥té vyprodukovano velké mnozstvi keratinovych odpdderé nejsou ade-
kvatnim zgisobem zuzitkovany a rgsgji kon¢i na skladkach nebo ve spalovnach. Tyto
odpady pispivaji k celosgtovému znéisténi zivotniho progedi, a proto by #a byt -
novana ¥tSi pozornost moznostem dalSiho zpracovani a \yuZghto materiél.

Z odpadnich keratinovych latek lzefigravit rozpustné redukované formy keratinu,
s riznymi vlastnostmi, mnozstvim rozdilnych metod. Dakkipravené hydrolyzaty Ize

dale upravovat aifpravit je tak pro vyuziti v grmyslu nebo zegdélstvi.

Jednou z moznych aplikaci keratinovych hydrolyzét jejich pouZziti jako nosii aktiv-
nich latek (vitamif, barviv, hnojiv, aj.). Tomuto problému sénuje i nasledujici prace.
Predem pipraveny keratinovy hydrolyzat, ziskany z viny dstupiovou alkalicko-
enzymovou hydrolyzou, bude nejprve podroben arcdyin zkouSkam pro zjishi jeho
sloZeni a kvality. Nasledrbudou z hydrolyzatuipraveny snisi a bude sledovano uvol-

novani kyseliny askorbové z tabletase.

Cilem bakaléskeé prace je posouzeni moznosti pouZiti keratinmWfdrolyzatu jako nosi-
¢e aktivnich latek (kyselina askorbova). Teoreti¢&at prace si klade za cil shrnuti infor-
maci o vlastnostech, tipraw a nej&znejSich aplikacich keratinovych hydrolyzat
V praktickécasti je poté o¥fovana moznost pouzittd¢hto hydrolyzai na @ipravu tablet a
jejich vyuziti jako nosia. Jako dalSi cil bylo zvoleno posuzovani vlivtosadla na mnoz-

stvi uvohovaného vitaminu C z tablety.
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1 BIOPOLYMERY

Biopolymery jsou pirodni polymery a jsou to vysokomolekularni org&eidatky, ktere
jsou produkovany biochemickymi reakcemi uiatj rostlin a mikroorganisim Biopoly-
mery maji rozhodujici vyznamiipvystavke tél organisnii a @i zabezp&ovani takovych
dulezitych funkci jako je fenos a pepis genetické informace, katalytického urychlovani
chemickych reakci, transportildzitych latek, konzervace chemické energie apsduJ
sowtasti zivych systéf) v nezivé pirodk se nevyskytuji. Vznikaji polykondenzaci zaklad-
nich nizkomolekularnich jednotek, jako jsou monbsaidy, aminokyseliny a nukleotidy.

[1]

1.1 Bilkoviny (Proteiny)

Bilkoviny se skladaji z aminokyselin a jsou v nikbndenzované do polypeptidovyés-
tézca za pomoci peptidovych (amidovych) -CONH- vazebli Be na bilkoviny jednodu-
ché a slozené, jednoduché bilkoviny se skladajz@auaminokyselin a bilkoviny sloZzené
obsahuji krom bilkovinné slozky i sloZku nebilkovinnou, coZibou byt nap. rizné cuk-
ry, peptidy, enzymy a mnoho dalSich. Bilkoviny tee®lovat podlerady dalSich kritérii,
jejichz striny piehled je uveden v tabulce 1. Aminokyseliny jsouamigké dusikaté slou-
ceniny, které mzeme z hlediska chemické struktury definovat jakoiceniny co maji na
a-uhliku karboxylovou a aminovou skupinu. Dale seonahliku vaze vodikovy atom a
¢tvrt4 valence obsahuje postraefézec — R, ktery ndm twje charakter a kogaé vlast-
nosti aminokyseliny. Vlastnosti bilkovin zavisi claemickém slozeni (sekvenci aminoky-

selin), velikosti makromolekul a prostorovém uismtani. [1,2]
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Tab. 1 — Rozéeni bilkovin

Kritérium Druh Vlastnosti
Qo vlaknité, nerozpustné ve védvelka relativni
fibrilarni X
Podle struktury molekulova hmotnost
globularni rozpustné ve védméreé asymetrické
albuminy rozpustné ve ved
globuliny rozpustné veiedinych roztocich soli
Podle rozpustnost _ ]
prolaminy rozpustné v 70% alkoholu
skleroproteiny | nerozpustné viaknité bilkoviny
jednoduché obsahuji jen bilkovinnou slozku
slozené obsahuji bilkovinnou i nebilkovinnou slozku
a) glykoproteiny - sacharidy
Podle slozeni b) fosfoprotein - kyselina fosfaniea

c) lipoprotein — lipidy

d) nukleoprotein - kyselina nukleova

e) nukoproteiny - aminocukry

nativni maji zachované fyzické a chemické vlasinost

Podle stavu . | nastala zréna v uvedenych vlastnostech rozvirju-
denaturované |..
tim a rozpadem

Podle vyzivového | plnohodnotné obsahuji vS8echny esencialni aminokysel

hlediska neplnohodnotnd neobsahuji viechny esencialni arysetiky
strukturni stavebni slozky bk a €l organisni
zasobni ukladani zivin

_ ., |transportni nos patebnych latek, krev

Podle biologické p' , F P y

funkce katalytické enzymy, hormony
signalni nervoveé, gkteré hormony
imunitni obranna funkce
ochranné srazeni krve

1.1.1 Keratin

Keratin pati mezi nerozpustné fibrilarni proteiny, jejichzuitiura je znaéné sesfovana
disulfidickymi vazbami. Keratiny jsou tveny ziady vzajema se liSicichretzci. Spol&-
nym znakemdchto bilkovin je nerozpustnost ve wod mechanicka i chemicka odolnost
(nagr. proti pisobeni proteolytickych enzyijh Tyto bilkoviny mizeme najit u vSech ob-
ratloval a to ve dvou formactyud’ jako a-Sroubovice (helix), ktery se vyskytuje u sayc
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anebo jak@-skladany list u plaza ptak. Keratin tvdi hlavni¢ast hmotnosti vlag nehfi,

srsti, rohoviny, p#, viny a mnoha dalSich latek. [1,5]

L

(b}

Obr. 1 —a-helix struktura keratinové molekuly

Keratinova vlakna se skladajirettzcl, které jsou spojenyaznymi vazbami, dosahujicimi
sily kovalentni vazby i slabSiho vzajemného awdivani.o-keratin je bohaty na cysteinové

zbytky, které se mohou spojovatignymi vazbami se sousedniif@ézci. To vysétluje

nekovalentni vazby pédtvodikové niistky, Coulombické interakce, Van der Waalsovy sily

a hydrofobni vazby viftomnosti vody. [1,4,5]
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Tab. 2 — Aminokyselinové sloZeni keratinu

Aminokyseliny Obsah [%]
Alanin 4,1
Arginin 19,1
Cystin 7,3
Glycin 6,3
Histidin 19
Iso-leucin 2,4
Kyselina Asparagova 4,3
Kyselina Glutamova 8,4
Leucin 5,8
Lysin 3,9
Methionin 0,3
Phenylalanin 2,1
Prolin 5,0
Serin 8,6
Threonin 51
Tryptophan 0,8
Tyrosin 2,6
Valin 4,1
Amidicky dusik 6,7

a-keratiny miizou byt tvrdé nebo &kké, podle toho, zda maji vysoky nebo nizky obsah
siry. Tvrdé keratin vlas rohoviny a nelit jsou még pruzné a vice odolavaji deformaci

nez nekké keratiny kze a mozal. [4]

U keratinu, stej& jako u jinych bilkovin, rozeznavantgyii zakladni struktury: primarni,
sekundarni, terciarni a kvartérni.

Primarni struktura je popis pesné sekvence jednotlivych aminokyselinovych zipytk
spojenych peptidickou vazbou v makromolekule. Vajiiknearniietézce. Primarni struk-
tura je gimy obraz genetické informacd2aradi a typy aminokyselin &uji, jak bude pro-
tein prostorov uspdadan. Zarmina jen jedné aminokyselinyihe zpisobit nefunknost
proteinu.

Sekundarni struktura vznika vytvaenim utité¢ konformace makromolekuly, ktera se
vytvéii vznikem vodikovych vazeb. H4mstky spojuji skupiny -CO- a -NH- uviitetzce.
VétSinou vznika struktura pravativé Sroubovice d-helix), ktera je energeticky nejvyhod-
n¢jSi a jeji postrannfetézce sn&iuji ven v disledku stérickych zabran. Toigwbuje, Ze
proti sol& lezici skupiny -NH- a -CO- jsou fixovany vodikoviyrazbami a béni iretézce
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aminokyselinovych zbytk sméiuji ven kolmo k rovig Sroubovice. MZe vzniknout také
strukturaf-skladany list u které postranigtzce vynivaji stidaw na opé&né stranyre-

tézce taktéz kuli stérickym zabranam.
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Obr. 2 —-sheet (skladany list) struktura keratinové molgkul

Tercialni struktura nam popisuje uspadani sekundarnich struktur v prostoru, jejichz
stavbu ovliviuji predevSim interakce postrannitétiezci aminokyselin. Dale mohou byt
ovlivnény nag. vzajemnym fpisobenim polarnich i nepolarnich substitiena iznych
mistechietézce, které se vlivem stenitrettzce do Sroubovicefiblizuji nebo oddaluji.
Kvartérni struktura je uspdadani tizné orientovanych stejnych nebo rozdilnych struktur
v prostoru. Toto usgédani je dlezité pro zajidtni funkce proteinuProteiny se zpravidla
skladaji tak, Zze hydrofobni zbytky aminokyselinysozavené uvnit a hydrofilni ¢asti

jsou na povrchu proteinu. Zalezi vSak na reafit ve kterém se protein nachazi. [1,2,6,9]

Na obrdzku 3 je zobrazena struktura vlasu, jehavesini biiky jsou postupé skladany

Z nasledujicicliasti:

a-helix — molekula keratinu

superhelix — sloZzeny ze dvou navzajentsiycha-helixt

protofibrila — sloZzena ze dvou superhélix

mikrofibrila — slozena z 11 protofibril (9 tviokruh a uvnit kruhu jsou 2)

makrofibrila — slozena z¢kolika set mikrofibril

o 00k w0 N PE

vlasovéa biika — sloZzend zdkolika desitek makrofibril
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i falfa)-helix

Obr. 3 - Vlas

1.1.2 Keratinové odpady

Kazdym rokem je na st vyprodukovano velké mnozstvi keratinovych odpadejwt-
Simi producentyé&chto odpad jsou potravingské a také textilni gmysly. Mezi odpady
keratinového typu pétpredevsim vina a srst pochazejici z jatek id piskavané z dbe-
Zich farem. Pié tvori asi 5-10 % hmotnosti dbeze a proto z jatek, které dérapracuji
50 000 kiiat, vzniknou 2-3 tuny keratinového odpadu kazdy. @adSicasti keratinovych
odpad je vina, ktera neni dostate kvalitni pro textilni pamysl a vina od malych chova-
tel. Mezi nejwtsi producenty viny p#tAustralie, Novy ZélandCina a Rusko. Rmé se
ve s\wté vyprodukuje kolem 1,5 mil tun viny a vice nez 7D tun pé jako odpadu. ¥-
Sina &chto odpad kor¢i na skladkach nebo ve spalovnach. [5,9,14]
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2 HYDROLYTICKE ST EPENI

Jednim ze zjsohi zpracovani keratinovych odpage jejich Sépeni na keratinové hydro-
lyzaty, které lIze fipravit nekolika miznymi zpisoby. Bhem hydrolyzy keratinu dojde k
rozSepeni peptidovych a disulfidovych vazeb dlouhychakieovych molekul, a tim je
dosazeno nasledné lepsi zpracovatelnosti matektdnl nefasgjSi metody, které se pou-
Zivaji, pati oxidani, redukni, alkalicka nebo kysela hydrolyza a v poslednbédtaké

¢asto vyuZivand metoda rozkladu keratinolytickynprateolytickymi enzymy. VSechny
tyto zpisoby hydrolyzy majfadu vyhod i nevyhod. Mnoho nevyhod ksté&né odstranit

vhodnou kombinaciiznych metod hydrolyzy. [22]

2.1 Alkalicka hydrolyza

Alkalickd hydrolyza je jednim z nejstarSich a Reéji&ji pouzivanych zpisohi rozkladu
keratinu. BZn¢ se pouZivaji roztoky hydroxido vysSich koncentracich, kdyipyysoké
teplo€ muiZzeme dosahnout t&in100 % konverze nerozpustného keratinu na rozpustné
keratinové hydrolyzaty. Alkalickou hydrolyzu viny ad&i lze napiklad provadt

v roztocich NaOH, KOH, Ca(OHhl)aj. Bylo zjis€no, Ze se §i téchto zgisobech hydrolyzy
meéni aminokyselinové sloZeni keratinovych hydrolyzé také klesa obsah dusiku. U
hydrolyzafi piipravovanych alkalickym zZjsobem sei@dpoklada nizk&d molarni hmotnost
(6,5 — 30 kDa) a vysoky obsah popelovin. Teplotalatké hydrolyzy se neégasgji voli

v intervalu 60 — 100°C. Pro urychleni hydrolyzy iagizit i olfevu mikrovinnym z&enim,

kdy Ize dosahnout vice nez 70 % hydrolyay@diniho materialu jiz po 1 hodin[10,23]

2.2 Kysela hydrolyza

Keratinové hydrolyzaty, které jsodipravené kyselou hydrolyzou, se €eggji pouzivaji
jako vzorky pro dalSi analytické stanoveni. Keratié materialy jsou vysoce odolné proti
pusobeni kyselin, a proto se kysela hydrolyza&astji provadi v silnych roztocich kyselin
(6M HCIl a 3M HSQy) nejprve pi teplo 70°C a poté za varu. Timtoigmbem hydrolyzy

Ize rozlozit vice nez 85% materialu. Stejako u dive popsané alkalické hydrolyzy je



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

mozné i zde vyuzit dbvu mikrovinnym zéenim, kdy doslo k Uplnému rozkladavodni-

ho materialu a zkmému zkraceni doby hydrolyzy. [9,11]

2.3 Oxida¢ni a redukéni zplisob

Oxidani i redukéni zpisob hydrolyzy keratinu se provadi velmi podobnypiisoby. Nej-
kyselina) nebo SDS (dodecylsulfatu sodni)®0°C. Ri redukénim postupu hydrolyzy se
jako redukni ¢inidlo vyuzivd 2-merkaptoethanol, a Ize timtoigpbem rozloZit tést
80 % keratinového materialu. Oxiglam zpisobem jsou 8peny disulfidové vazby kerati-
nu ionty obsahujicimi siru, Rigistji SOs* a SOs>. Po uko®eni hydrolyzy se hydrolyzat
Cisti nag. dialyzou a susi. [12,13]

2.4 Enzymova hydrolyza

Perspektivnim a v poslednich letech intenzizkoumanym zfisobem zpracovani keratinu
je jeho SEpeni proteolytickymi ($pi -CO-NH- vazbu) a keratinolytickymi &ti -S-S-
vazbu) enzymy produkovanymi bakteriemi nebo houb&idimyslow se nejastji pouzi-
vaji alkalické proteinadzy. Mezi vyhody pouzivanzemi pati mirné podminky hydrolyzy
(teplota, pH, tlak), malé mnozstvi davkovanych emz Siroka distribuce molekulovych
hmotnosti ppravenych hydrolyzét Mezi nevyhody naopak e patit slozitéjSi prace
s bakteriemi a nutnost udrzovani stalého ¢edto prostedi a ponirné dlouhycas reakci
(3-7 dnmi). Nevyhodou je také vysoka cena jiz izolovanychyemi. Pro hydrolyzu keratinu
enzymatickym &fpenim se népstji pouzivaji enzymy ziskané z bakterii roBacillus a
StreptomycefPribéh enzymovych hydrolyz byva nasledujici: keratinovaterialy se po-
melou, odtdni a smichaji s regkim prostedim, kam se po UprapH a teploty pdaji
bakterie neba@isté enzymy. Po hydrolyze je nerozloZzeny mategglsovan a v kapalném

hydrolyzatu dojde zémou teploty nebo pH k inaktivaci enzymu. [15-17]
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2.5 Kombinovany zpisob

VSechny vySe popsanéigoby hydrolyzy keratinovych materiamaji své vyhody i nevy-
hody, které Ize minimalizovatippouZziti kombinované metody rozkladu. Zejménacsina
0 dosazeni vySSich Winosti keratinovych hydrolyzapii pouziti nizSich reatnich pod-
minek. Ne{astji se pouzivaji dva kombinované tgoby rozkladu, a to oxidac-
enzymovy a alkalicko-enzymovy.

Prvnim zmsobem kombinované hydrolyzy je metoda, kdy je keoaiy materidl ped-
upraven ve sisi oxida&nich¢inidel a nasledthise Stpi enzymy. V prvnim kroku se hydro-
lyzuji disulfidové vazby S€7 ionty a v druhém kroku s&sté&ng hydrolyzovany material
zpracovava v roztoku proteinazy. [24]

Druhym pouzivanym Zjsobem je alkalicko-enzymovéa hydrolyza, kde je wnjpmv kroku
keratinovy materiatast&né rozrusSen v roztoku hydroxidu a poté dale hydrolao en-
zymem pracujicim v alkalické oblasti pH. Keratinavéterialy se v alkaliich déé roz-
poustji jiz pii nizkych koncentracich. Alkalie naruSi strukturaterialu a to zfisobuje, Ze

enzymova hydrolyza poté probih& rychleji. [18]
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3 APLIKACE KERATINU

Keratin se hoja vyuZiva v podob zvitecich srsti. Ty saizné zpracovavaji podle jejich
druhu a pouzivaji se na Sirokou Skalznych edmeti a nastraj. Ze zviecich srsti se
neiastji pouzivaji ke zpracovani ¢ivvina, péi a rekolik dalSich materidl (vepové Se-

tiny, zajei srst, kaiské Hivy, howzi rohy, aj.).

Ovéi vina je zndmé jako jedna z nejcejsich koZeluZzskych srsti. VIna na ovcichiivo
vrstvu, ktera se nazyva rouno, a jejifiteinim ziskame tzv.igni vinu. OWi vina je nej-
vyznamjSi textilni vidkno ziv@isSného fivodu. SlouZzi na vyrobu pistych vyrobki nej-
vySSi jakosti a lepSi druhy na vyrobesané fize.

Peri 1ze vyuZit nap jako zdroj krmiva pro dobytek. Diky pokroku v gnzoveé technologii
vznik& prostor pro vyuzivani takto biologickyepenéného pé& a z keratinového odpadu
zneistujiciho zivotni prosedi se stava krmivo bohaté na bilkoviny.

Veproveé Setiny se ziskavaji ganim vepovych kizi a jejich naslednym od$inovanim
na strojich neboiplouzeni. Dale se museji zbavitdmot a ususit v suSarnach peplog
kolem 75°C. Z jednoho vép se ziskd az 180 gé&Bh. Setiny se pak pouzivaji
v kart&nické vyrolz.

Zajedi srst je nejcenyyjSi srst pro vyrobu vysoce kvalitnich plsti. Jeut’ka a délka zavi-
si na druhu zvéte a na progdi ve kterém Zije. PouZiva se zejménmlounictvi a klo-
bownictvi.

Hovézi rohy neboli rohovina se pouziva jako hnojivo poté coacmele a vyrobi se z ni
mouwka. Dale se pouziva podobiako slonovina k vyrobumgleckych arezb&skych vy-

robki. Odpad z rohoviny Ize zpracovat hydrolyzou na kymydrolyzat. [3,4]
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4 APLIKACE KERATINOVYCH HYDROLYZAT U

Surovy nerozpustny §Zce zpracovatelny) keratinovy material Ize zpratawaozstvim
metod a tim mizeme ziskat rozpustné keratinové hydrolyzatjzeou molarni hmotnosti a
vlastnostmi. Tyto hydrolyzaty pakiheme pouZit pro vyrobu vidken, pro kosmetické a

lekarské aplikace, v potravitigkém pamyslu, anebo v ze&délstvi. [20]

4.1 PouZiti keratinovych hydrolyzata v zemédélstvi

Keratinové hydrolyzaty Ize pouZivat jako dusikat®jiva, protoZze maji vysoky obsah
dusiku rco kolem 15 %. Jsou biologicky rozloZitelné a leepjipravovat s#znou roz-
pustnosti coz nam zatiupostupné uvalovani dusiku dojdy. Mohou obsahovat také dal-
Si potebné latky, jako jsou néirlad draselné a fosfateé ionty, jejichZz obsah Ize ovlivnit
zpisobem pipravy hydrolyzatu.

Jelikoz témst 95% hmotnosti keratinovych hydrolyaatvori ¢isté bilkoviny s vysokym
obsahem esencialnich aminokyselin, vyuziva se hyzhti také jako pidavki do krmiv
pro dobytek a dibez. Jejich velkou vyhodou je i snadné zpracovaniaho vyplyvajici
nizka cena. Krmiva se v minulosti vyidd v podols keratinové motky, ktera je v dnesni

doke v mnoha zemich @etné EU) zakdzana z obavygnosu gkterych nemoci. [14,18]

4.2 Pouziti keratinovych hydrolyzata v obalové technice

Z keratinovych hydrolyzét je mozné fipravit povlaky a filmy nap pro potravinésky
pramysl. Pro pipravu filmi se musi roztoky hydrolyzatnejprve smichat se zkcova-
dlem nap. glycerolem, takto upraveny roztok se poté vytigghladkou plochu a necha se
vysuSit v exsikatoru za pokojové teploty. VysuSéimy se poté zateji na 15 minut p
80°C a sloupnou se z desky. Filmy maji hladky pbvachust sesfovanou strukturu,
bobtnaji ve vod a mohou z#tSit svoji délku az o 50 %. Keratinové filmy jsoiologicky
rozlozitelné.

Vodné roztoky redukovaného keratinu se pouzivég tea pipravu mikrokapsuli. V praxi

se mikrokapsuleifpravuji nefasgji ultrazvukovou vibraci. Enkapsuluji se zejménavba
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va, ochucovadla, in¢, 1&iva, oleje nebo tuky. Keratinové hydrolyzaty je méZpouzit
jako povlaky a obaly na masojtlez a ryby. [3,12,13]

Obr. 4 — Keratinove filmy

4.3 Pouziti keratinovych hydrolyzati v kosmetice a Iék#stvi

Lidské tké je tvarena zc¢asti keratinem, a proto je dalSi vyznamnou aplikacatinovych
hydrolyzat: jejich pouziti v léksstvi. Casto se vyuZivaji proifpravu tkanin a preparat
pomahajicich obnavtkarg pii 1é¢bé odrenin nebo popalenin. Keratinové hydrolyzaty se
také gidavaji v kosmetice doifpravki na oSeeni viasi a pokozky. [3,21]

4.4 DalSi aplikace

Z keratinovych materiélje mozné vytvéet vlakna pouzivana v textilnimpnysl, léka-

stvi anebo na vyrobu kompozitnich materidflakna se musi vhodmmodifikovat, aby se
snizila jejich krystalinita a jejich kodeé vlastnosti zavisi také na mnozstvi absorbované
vlhkosti.

Keratinové materialy se také vyuzivaji n@ppavu kompozitnich materiajak se syntetic-
kymi polymery, tak s jinymi firodnimi materialy. Lze takifpravit biodegradabilni bio-
kompozity napiklad z keratinu a acetatu celulozy ndppavu tenkych pirsvitnych film.
[12,25,26]
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5 MATERIALY AMETODY

5.1 Pouzité chemikalie

Skrob — 1% roztok ve védSigma-Aldrich)

Kyselina sirova — 10% roztok, koncentrovana (Lukes)
Jod — 0,0245M (Lukes)

Kyselina dusina — koncentrovana (Lukes)

Peroxid vodiku — 30 roztok (Lukes)

Chlorid barnaty — 10% roztok (Lukes)

Thiosiran sodny pentahydrat — 25% roztok (Lukes)
Hydroxid sodny — 50% roztok (Lukes)

Kyselina borita — 2% roztok (Lukes)

Glycerol (Lukes)

Dialdehyd Skrobu (Sigma-Aldrich)

Kyselina askorbova (Lukes)

5.2 Pouzité pristroje

Mineralizator Hach Digesdahl Digestion (Dange USA)
Parnas-Wagnerova destitd aparatura({eska republika)

Muflova pec Labotherm L9/11/S27 (Nabertherrnidcko)

Inkubator Louvibond (Rakousko)

Trepaka LT2 (Ceska republika)

Topné hnizdo 2000mI LTHS 2000 (Bmska Drugva, Ceské republika)
Elektronické analytické vahy KERN 440-47 {Necko)

Magneticka mich&a s olievem IKa — RTC Basic (&necko)

SuSarna Binder WTB (&necko)

5.3 Priprava keratinového hydrolyzatu

Keratinovy hydrolyzat byl fipraven dvoustugovou alkalicko-enzymovou hydrolyzou
ow¢i viny. Surova vina bylailed samotnou hydrolyzou vyprana nejprve jen ve daid
a poté i s pdanim myciho prosedku. Nasledd byla odténéna enzymaticky (enzym Li-

pex 100T). V poslednim kroku Upravy byla vysuSelna vozemleta v noZovém mlgn
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V prvnim stupni hydrolyzy byla upravena vina podsnha alkalické hydrolyze, kde byla
smichana s vodnym roztokem KOH. V tomto roztokuahylichana 12 hodintipteplot
90 °C a po uplynuti 12 hodin byla ssng'emistna do vyhiatého inkubatoru na 36 hodin.
Po uplynuti této doby bylo upraveno pH roztokem NaO

Ve druhém stupni bylo ke sisi pridano dané mnozstvi enzymu (Savinase 6.0T) & sm
byla michana na vodni l&zni po dobu 12 hodihsfgdované teplét Poté byla sis inku-
bovana dalSich 12 hodirtistejné teplat bez michani.

Po uplynuti stanovené doby byla &pefiltrovana pes PA tkaniny a nasledrodsteds-
na. Tuh& faze byla vysuSena a po vychladnuti \kéiiu bylo zjino mnoZstvi neroz-
pusEného keratinu. Kapalny keratinovy hydrolyzéat byjpmee priveden k varu a poté za-
huse&n na vakuové odparce. Pro odstminprebyt&nych anorganickych latek byla prove-
dena dialyza hydrolyzaturgs celul6zovou membranu proti destilované&vddakonec byl
hydrolyzat zahugh, vysuSen v silikonové forémii 60 °C a rozéen na prasek.

Obr. 5 — O¥i vina (vlevo) a keratinovy hydrolyzat (vpravo)

5.4 Analytické zkouSky keratinového hydrolyzatu

5.4.1 Mikrochemické stanoveni dusiku — AOAC 960.52

K navazce asi 0,2 g keratinového hydrolyzatu 8dap5,6 ml kyseliny sirové a 20 ml
0,02N kyseliny chlorovodikové.i@a se tableta katalyzatoru a roztok se mineradizij

teplog€ 480 °C asi 1,5 hodny. Po mineralizaci se roztokhaezchladnout, iplije se do
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50 ml odnérné baiky a Zedi se vodou. Do Parnas-Wagnerovy deastilaparatury odpipe-
tujeme 25 ml vzorku atfpdme 20 ml srsi thiosiranu sodného s hydroxidem sodnym.
Jimame do 15 ml kyseliny borité. Destilujeme 20 uhiod varu. Fdame rkolik kapek

indikatoru a roztok titrujeme 0,02N kyselinou cldweodikovou dodZového zbarveni

%N = [ml HCI * normalita * 14,007 * 100 * 2]/ mg wzku

5.4.2 Stanoveni obsahu siry srazenim roztokem chloridudsnatého — AOAC 955.48

Do Kjeldahlovy baky se navazi 1g keratinového hydrolyzéattid@ se 50 ml koncentro-
vané kyseliny dugné a smis se véi nad kahanem 2 hodiny a kazdych 15 miridgvame
3 ml 30% peroxidu. Po mineralizaci roztok ochladiengrelijeme do 200 ml odgmné
baiky. Roztok zfiltrujeme do 600 ml kadinkygs stedre husty filtr a zakejeme k varu.
Za stalého michanitijdldvame 120 ml horkého 10% roztoku chloridu bafimaté&ngs mi-
nutu intenzivé michame a poté viane dalSi hodinu, po uplynuti doby ji nechameedt
v digestdi 24 hodin a vzniklou srazeninu pot&efiltrujeme ges husty filtréni papir. Fil-
tracni papir se srazeninou se vysu$il®3 °C a pote opatérzpopelni v zihacim kelimku a
dale se ziha v mufl@vpeci @i 800 °C asi 2 hodiny. Po ochlazeni v exsikatorkedémek

Zvazi.

_ m*0,412+100

c(SQ) [0]

= M) sy [0
9 = e (S [%)]

c(SQ?) — mnozstvi siranv %
m — hmotnost sraZzeniny Bag@g
n — navazka vzorku na stanoveni v g

0,412 — pepa:itavaci faktor naigpaiet BaSQ na SQ*
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c(S) — mnozstvi siry v %
M(S) — molarni hmotnost siry 32,06 g/mol

M(SO4*) — molarni hmotnost sirar96,056 g/mol

5.4.3 Stanoveni sudiny SN EN I1SO 665

Navazka 1g keratinového hydrolyzéatu se vlozi deekazskych misek i s ¥kem a susi se
v susarg 3 hodiny pi teplot 103 °C. Po ochlazeni v exsikatoru zvazime. Poeviagu-
Sime dalSich cca 20 minut a po ochlazeni znovuim&zozdil mezi déma vazenimi ne-

smi byt tSi nez 0,001 g; v opaém gipack se v suseni pokigje.

5.4.4 Stanoveni popela -CSN I1SO 2171

Navazka 1g keratinového hydrolyzatu se opgagpopelni nad kahanem v Zihacim kelim-
ku, ktery musi byt vysuSeny d&egulem zvazeny. Popel se dale Ziha v mdflpeci asi
1 hodinu pi teplot 650 °C. Po ochlazeni v exsikatoru se kelimek za&d#ypaita se ob-

sah popelovin.
SloZeni keratinového hydrolyzatu bylo zkoumano vygépsanymi metodami. Mimo sta-

noveni obsahu siry byly vzdy provedeny aréieni, z nichZz byl vyp&itan pameér a sng-
rodatna odchylka. Vysledky analytickych zkouSekijsoedeny v nasledujici tabulce.

Tab. 3 — Hodnoty analytickych zkouSek u keratinaviidrolyzatu

Stanoveni % Snérodatna odchylka
Stanoveni obsahu dusiku 13,62 0,19
Stanoveni obsahu siry 0,88 -
Stanoveni obsahu susiny 96,53 0,02
Stanoveni obsahu popela 3,55 0,29

5.5 Postup pripravy tablet

Na vyrobu tablet byly fipraveny 2 smssi. Fi ptipraw prvni snési bylo rozpudino 10 g
keratinového hydrolyzatu v 10 ml destilované vodyosé byly gidany 3 g znik¢ovadla
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(glycerolu). Snis byla zakivana na vodni 14znifp30 °C za stalého michéani, aby se co
nejlépe zhomogenizovala. Po dostatam rozmichani bylidan 1 g kyseliny askorbové
(vitamin C) a sr&s byla déle zativana na vodni lazni. Bylofipraveno 24 g sisi, ktera
byla dale rozdena na poloviny. Do jedné davky byléiggdno 0,05 g dialdehydu Skrobu,
ktery slouzil jako giovadlo a opt byla sngs dikladnt zhomogenizovana.

Takto gipravené d¥ rizné sndsi byly pelivé davkovany do pryZovych forem. Napiré
formy byly suSeny v suS&frs nucenym odhem vzduchu 72 hodinfipteplog 60 °C. Po
vysuseni jsme ziskali asi 25 tablet z kazd€ssmAby bylo ziskano péebné mnozstvi
tablet, byl postupifipravy opakovan.

Ziskali jsme 2 druhy tablet z keratinového hydrélyg které obsahovaly vitamin C jako
aktivni latku. Jeden druh tablet obsahoval navi& jsitovadlo. Ped vlastnim rozpoust
nim byla kazda tableta zvazena a bylo W@mo mnoZzstvi vitaminu C v jednotlivych

tabletach.

Obr. 6 — Tablety z keratinovych hydrolyiat

5.6 Rozpouseni

Tablety byly vkladany do 200 ml Erlenmayerovych dase zatkou. Vzorky byly rozpous-
tény v 50 ml destilované vody v inkubatorti ponstantni tepl@t37 °C. V inkubatoru byly

baiky trepany po celou dobu rozpo&si. Byla zvolena nizka intenzitéepani, aby nedo-
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chazelo k rychlému rozpadu tablet. Vol&ady rozpoughi byly 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90 a
120 minut. Ihned po uplynuti zvolenébasu byla b#ka s tabletou vyjmuta z inkubatoru a

bylo provedeno stanoveni obsahu rozgn&ikyseliny askorbove.

5.7 Stanoveni obsahu uvoléné kyseliny askorboveé

Stanoveni obsahu vitaminu C v roztoku 50 ml destih@ vody, ve kterém se rozpailidt
tableta po danyas, se provado jodometrickou titraci. Kyselinu askorbovou nebata-
min C (GHsOg) Ize v kyselém progedi stechiometricky oxidovat jodem na kyselinu de-
hydroaskorbovou (§HsOg), piicemz jedna molekula kyseliny askorbové reaguje $prav

s jednou molekulou jodu.

CH,OH CH,OH

H OH H OH

O (
0O + |y = O + 2HI

HO OH O O

Obr. 7 — Rea¥ni schéma jodometrickeé titrace

Z roztoku po rozpouéhi byla nejprve vyjmuta tableta a roztok bytlit do titrani baiky.
Poté bylo pidano 5 ml 10% kyseliny sirové a 5 ml Skrobu. Titiabaika byla umisina
na magnetické michadlo a vzorek byl titrovan roetaljodu do tmavého zbarveni. Obsah

vitaminu C v mg byl spitan podle nasledujici rovnice.

m — hmotnost vitaminu C v mg
¢ — koncentrace jodu
V — objem jodu v ml

M — molarni hmotnost vitaminu C
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

Smesi keratinovych hydrolyzéts aktivni latkou (kyselina askorbova) ve f@rtablet byly
podrobeny rozpou&hi pri konstantnich podminkach. Byla sledovana hmotnozpusk-
ného vitaminu C, uvolimého ze dvou s#si, v zavislosti n&ase. Kazdy experiment byl
proveden dvakrat a ze zfstych vysledk byl vypcaiitan paiimérny obsah uvoléného vi-
taminu C. Dale byla dopdana smirodatnd odchylka. Vysledky dfeni vyjadené

v procentech jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tab. 4 — Vysledky rozpu&ti vitaminu C v zavislosti néase pro d¥ snmesi keratinovych
hydrolyzaf.

Smés 1 (bez gfovadla) Snés 2 (se glovadlem)
x Praméme mnoz-| gnyroqatna | Primérne mnoz-| gy o qatna
Cas [s]| stvi uvolnéného Cas [s]| stviuvolnéného

vitaminu C [%)] odchylka vitaminu C [%] odchylka
5 31,56 0,68 5 37,96 1,55
10 49,59 1,29 10 52,89 1,96
15 48,22 1,64 15 35,03 0,37
30 75,13 2,2 30 50,53 2,08
45 72,51 1,23 45 76,37 4,14
60 91,11 0,52 60 79,49 5,87
90 107,64 3,29 90 100,61 2,76
120 103,93 1,01 120 101,06 5,99

Z uvedenych vysledkje patrné, Zedhem prvnich 5 minut rozpou$ti se uvolnila zn&na
¢ast vitaminu C a to vice nez 30 %e@pokladem bylo, Ze ze $Bi1 se siovadlem se bude
vitamin C uvohovat pomaleji nez ze sisi bez siovadla. Tento fedpoklad se potvrdil az
pii delSich¢asech rozpouhi, zatimco § kratkych ¢casech (do 15 minut) bylo mnoZstvi
rozpuséného vitaminu C podobné nebo vyssi. Po 90 minutézphoustni bylo u obou
smesi zjisS€no uvolreéni veskerého vitaminu C. Vysledky s hodnotami uygsSnez 100 %
mohou byt vys¥tleny chybou g titracnim jodometrickém stanoveni nebo nizkou citlivosti
pouzivané metody.

Na obrazku 8 je zobrazenuh uvohovani kyseliny askorbové z tabletigravenych ze
smesi ¢. 1. Vcasech rozpou&ti kratSich nez 1 hodina probihalo uw@mlani vitaminu C

témef linearreé a odéasu 60 minut, kdy bylo dosazenbighzné 90 % rozpugného mnoz-
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stvi vitaminu C, klesé rychlost uwmvani. Nejrychleji se zijpravenych tablet uvabvala
kyselina askorbova v prvnich 10 minutach, kdy jolypzpuséno téngi 50 %.

120,00

—— {
100,00 *

80,00

60,00

40,00

20,00

Obsah vitaminu C v tableté (%
»
"

0.00 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

Cas (min)

Obr. 8 — Zavislost uvolmého vitaminu C ze sfai 1 (bez giovadla)

Podobny trend jako u sfsi 1 miZzeme pozorovat také u ggi se sfovadlem (viz. Obra-
zek 9), kde bylo také v prvnich 15 minutach rozgusdtvice nez 50 % kyseliny askorboveé.
U této smési doslo pi 10 minutach rozpou&hi k vyrazné odchylce od ostatnich hodnot,
coz mohlo byt zfisobeno vysSi pg@teeni hmotnosti rozpoudtych tablet a tim vysSim
obsahem vitaminu C ¥c¢hto tabletach. # vysSich¢asech rozpou&ti jiZz Ize pozorovat
vliv sitovadla na rychlost uvbvani vitaminu C, kdy po 60 minutach bylo z talpigpra-
venych ze srsi se sfovadlem uvolgno o 10 % mékh kyseliny askorbové nez ze &sn

bez sfovadla za stejnou dobu.
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Obr. 9 — Zavislost uvokmého vitaminu C ze sfui 2 (se giovadlem)

Ze zjisénych vysledk Ize vyvodit za¥r, Ze gipraveny keratinovy hydrolyzat Ize pouZzit
jako nost aktivnich latek. Pro lepsfizeni rychlosti uvalovani kyseliny askorboveé
z pripravenych tablet by bylo piba pipravit kapsle s menSi velikosti (menSim po-
vrchem), pofipact otestovat fipravu mikrokapsuli. Druhym zigobem ovlivini rychlos-

ti uvolnovani aktivnich latek by mohlo byt pouziti vysSimmozstvi siovadla,¢imz by
doslo k vytvdgeni hustSi sétmezi molekulami keratinu a tim k pomalejSimu razini a
uvoliovani. Dalsi moznosti by mohlo byt sniZzeni obsahékZovadla ve srsi, ale tento

zpasob by vedl ke zvySenid&hkosti tablet a tim k horSi manipulaci s nimi.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

ZAVER

Bakal&ska prace se zabyva moznostmi zpracovani keratmmowélpadu na keratinové
hydrolyzaty a jejich pouziti jako nasi aktivnich latek. V teoretick&asti jsou stréné cha-
rakterizovany biopolymery, bilkoviny a keratin. Bgdak hydrolytické gpeni keratinu na
keratinové hydrolyzaty a aplikac&hto keratinovych material

Experimentalni ¢cast se zabyva popisemiigravy keratinovych hydrolyzét dvou-
stupiovou alkalicko-enzymovou metodou z&dwiny. Z tchto hydrolyzai byly nasleds
vyrobeny d¥ smesi pro ipravu tablet, které se liSily pouze pouZitiniosadla v jedné

Z nich. Ze smssi byly @ipraveny tablety, které obsahovaly aktivni latkys@ina askorbo-
va), ty byly podrobenyizenému rozpou&ti za definovanych podminek ve zvolenych
¢asovych intervalech. MnoZstvi uveéheho vitaminu C bylo zji®vano jodometrickou
titraci a vysledné hodnoty byly zpracovany. Mno#Zstwzpus¢ného vitaminu C roste
z paiatku téngt linearre beéhem prvnich 60 minut, kdy dojde k rozptrstténet 90 % ob-
sazeného vitaminu C. Po 60 minutach rozpmi&tychlost klesa. Mnozstvi uvainého
vitaminu C z tablet ovlituje také pidani sfovadla ke keratinovému hydrolyzéatu, které
zvlase pri delSich¢asech zpomaluje rychlost rozpatrsttablet a tim i rozpoudti aktivni
latky, v naSem fopact priblizné o 10 % po 60 minutach rozpo&st oproti tabletam bez

sitovadla.

Zawérem lze prohlasit, Ze nAmtipravené vzorky tablet keratinovych hydrolyzatkgwani
latkou |ze pouzivat jako nds a gidanim sfovadla Ize ovlivnit rychlost uvabvani i-
danych aktivnich latek. Lepgizeni ptibéhu uvohovani vitaminu C by bylo mozné ovliv-

nit velikosti tablet a obsahentig|aného siovadla nebo zgkcovadia.
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